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Summary 
The nngtotensm-l-convetilng errzyvnc (ACE) is an essential conrpanerlt of the renin- 
angiotenszn system ( U S )  and the target of therapy durlng cardiovssc11Zwr &senses stlch as 
hypertension, nlyocard~al infuct~an and haart failure. ACE is present In two lilr~l~s, bou~rcS 
to the celll membrane as a camponend of the local RAS or clrculaliirg in p lasm as a 
corm~poz?eut of' the c~rcwlat~ng RAS. 113 cwdiovasct~lar diseases, beneficial cEects of '  ACE- 
h~hibitiirn on cardiovascular stnlchre and fundion are ofien assigned to inhibitiota of tile 
local RRS. Howavcr, before targeting ACE inhibition to the locally cxpresscd AGE, more 
irtsrght in the exact ftmct~on of cell membrane-bound ACE (1-ACE) IS necessary Enha~iced 
expressroa of the local RAS is oAen observed during cellular growlh and angirrtensin II 1s 
known to exhibtt growth kctor characteristics. Thus, the role uf [-ACE might be rclated lo 
cardio~ascular grnwlh, observed during rnaturatioli and aAer myocardial i~zhrction (MI). 
A p w  P-corn refining the canvan1bional therapy by uljravelling the exact role of I-ACE, the 
therapy ail4es MI could ;also be ~n~proved by combinr~ag the conwcntiosval RAS ~nhibrtion 
with factors able la incrcase the cardiac conlractil~ly. Jla 'this thesis, we invcs!jgaled t l ~ c  
tovolveme~it of t-ACE in maturatfon of the carciiovasaular system aard uls unviolve~i~erzf. in  
fwnckonal and structurcrl renuodclling of llle hearf after MI. Morersvler, the ellcets 0 1  
comblned adm~nrsiration with the AT, antagon~si, losai~an and the ~nsulrn-like grtlwlh 
factor UGF-I) on cardrac conlracrlY~ly and struc~lvral rennndclGi~zg w a e  ~nvest~gared. 
Cllapters 7 ,  3 and 7 
The function of local ACE nn card~ovascukir lnaturalion was investigated by compnrirlg 
cardiac perfomanale and structure of adult t-ACE -J- and t-ACE +/+ micc on the one hand 
and vascular reactivity a ~ d  st~wc$ure of adult 1-ACE -/- and 1-ACE +/-I- mlcc, on the other. A 
trsznsut-time flow probe was placed around the aorta to determine Lhc cardiac output i ~ z  
conscious mice at rest and after maximal snlrnulatron. The maximal cardiac output was not 
incrcaed in t-ACE -$- rnlce despite heir  reduced afterload, which suggesb an impaired 
cardrac contractility. The impaired cardrac ccontractrlity in I-ACE -1- mice was confirmed in 
wald-type mice Itreaffed with captopral for nin~e weeks. Structplral anaiysrs of lxge and smali 
vessels in t-ACE -!- mice in an me~iograph revealed that the vascular elasticity is rduced 
an both vessel types compared to vessels from wuld-type mice. Moreover, vascular 
reactivity3 tested ifi a wire-myograph, was blunted by the lack of &ACE. After prolonged 
treatment wrth captapril similar vascular alterations were observed. Since caplopr~l 
treatment was started at 3 weeks after b~rth, ~t 1s evident that the reduced cardiac 
conbracl!lity, arkrial elast~clty and reaclivlty do not originate from an altered foetal 
development in the absence of GAGE. Since the cardiovascular alterations observed in t- 
ACE -/- mice are similar or even more pronuunccd after prolonged captopril treatment m 
wild-type mice, it cam be concluded that the loss of &ACE activity can be replaced by ACE 
activity From a dlstinct source, such as the drculatlon. Thus, nomal rnaturalion of the 
cardiovascular system is influenced by the total ACE activilly, independent of its source. 
Chapters 4, 5 and 16 
Afier ~nyocardial infarctlan (MI), stratificatio~~ of the experrmental groups would be very 
useful and ecmomrc. In cl3apiter 3, a method to estimate cardiac damage after expen~mental 
MI via blood sampling was tested Both heart fatty acid bundung protein (H-FARP) and 
cardiac tropraniru T CcTnT) were proven to be successful plasma markers for the presence a[ 
MI and can even provide nrrformat~on about nnfarct size. 
The qileslian tvlzether targeted ACE inhibition 1s a lherapcunlc goal aAer MI was 
~nvestigated by comparing cardiac perfomance and cardiac striecrural re~nodelllng in t-ACE 
-/- atid t-ACE +/+ mice at 14 days a l~d  3 months after expcrirne~itally induced MJ. An 
elec6sornagnetic flow probe was piaced arouald the aorta to determine cardaac output at rest 
atrd aner volume Jaad~ng. Cardiac geometry m d  cardlac collagen content were used as 
parameters for structural remodclJing. Early and tugeted f~~htbltion of ACE after MI does 
Ilor improve the cardiac Si~nction or tEre stmctzeral rernodclling rn mice. Oin the contrary, 
firnclliot~rrl recovery of the he3u.t afkr MI 1s impaired In the absei~ce of t-ACE despite the 
reduccd tlflerload. Morcovcr, targeted inhibition of ACE dots not cause alterations in the 
strzrctwral remoddling after Ml. 
The sccund therapeutic optoon investigated was the combined therapy with the AT, receptor 
anlagrsnis.t, losnrtnn mad ICF-I. At 14 days after MI, no beneficid effects of the convbir~ed 
trentti?ent on cwd~ac ontractulaty or- st~uctural rernodelli~zg were observeel. Early after MI, 
both ACE ithibition mid AT, receptor antagonism led to adverse effects on the cardiac 
rrmclton, tl~esc data strongly suggest that increased annglotensin ll levels in the early phase 
niter MI &re importail for tlre Eznnctional compensatory response after Mi. 
T-ACE deficiency resulted m a reduced arterial reactivity rytd elmticity. The Yattcr 
ait-tginates ham stimulation of the bradykinm type 2 receptor (BK2 receptor), since 
inh~brtion af this receptor by adnlanlstration of the antagonist lIee 140. for 14 days, restomd 
h e  vascuhr elasticity In &ACE deficient mice. These data demonstrak the close 
relationship between1 the renin-a~lgiotensln system ( U S )  and the ka l l tk re in -k~ t  system 
(KKS), m d  the contribution of bokh systems to the ~lzsruration of tho cardiovascular sysietn. 
Especiakly maturation is a ct-rtical plaase, irr which eilwironnlental ractors, interacting with a 
(predisposed) genetic background, can detennune the adult cardiovasciilar pPuea~olype. 
Research our the genetlc predispositmi~ uf the balance between M S  kind KWS, and the 
related eventual cat-diovasclrlar risk, could help to estimate the ind~vidual risk o6the patient 
and optrnzlse the patlent's sherapy. 

Nederlandse Samenvatting 
Hoge bloeddruk, aderverkalking: een hiartinfarct en laastfalen, zijn aandt~eiziizgen het 
hart- en vaatstelsel, die in onze westerse samenleving veel voorkoaneia en eeil grote 
bedreigiltg vormen voer ons welzijii. In ons lichaam wordt de bloeddruk ei? de 
waterhuishouding gereguleerd door onder andere het remne-a~gioreizsirie sysleein (RAS). 
Dit systeem bestaat uit een aantal eiwitten len eIEymeii die verai~twoordel-jk zijn voor de 
productie van het zeer potente hormoon mgiuteiisiiie II. De laatste stap iia Iicr 
vomingsproces van angioteraisrne 11, word gereguleerd door het an.zgliotensiiiie- 
converterende emyin (ACE), dat centraal staal in dit proefschrift. ACE knipt de Iaalste 
Wee mmomren af van het ~naciieve angiotensine I, waardoor het mgioteiisine 11 ontstaat. 
Angiotensine I1 heeft een hele reeks efïiecten, die beginnen met het activeren van de 
angiotensine receptoren, angiotensiiie reGep.tor type 1 en 2 (AT, en AT2]. De meest bekende 
effecteiz van angiotensine 11, zoals bloedvatvernauwing, afgifte van het watervösthoitdcnd 
hormoon aldosteron en celgroei, beginnen met het binden van angiotensine 11 aan de RT, 
receptor. 
Het ACE bezur, inaast twee enzymatische plaalsen oin angiotensiri I1 te vosineil, ook ecu1 
membraan-der,  waarniee het in staat is te hechten aan de b~iitaimernbraan van cclleri. De 
ineest gebmikeli.jke plaats voor het hechten van ACE is het e~rdoWiccY, de bii-tncnslc laag 
cellen wan h& en valen waarlangs hel bloed shooint. Hct membraan-anker dat hcl ACE 
verbindt arai de cellen kan ook losgeknipt wordcn, waardoor het ACE de mogelijklreiud om 
he hechten verliest en i11 het bloed tereclr~komt. Gebondeal aan de celmembraan behoort hel 
ACE tot het Pocaal RAS en in de bloedbaan maakt het ACE deel uit van hel clrculerenidi 
M S .  Wei circulereilud M S  is betrokken b ~ j  de regulatie vaal de bloeddruk al de 
wartcit-hmshoudii~~g. De fini~crie van het locaal KAS is onderdeel van de vrwegslelling in di1 
proefschrift. 
Nederlandse (samenvming 
Die funiclic van &ACE. ia1 de volgroeiimg van Let hart- a-en vaabtebel 
Het Jocaal I U S  is aanwczlg in veel verschillende organen, waaronder het hart en de 
vaatwaiud. blipmerkeliglk is dat een extra hoge expressie van de meeste U S  eiwitten, 
waaronder het ACE, ic waargenomen tijdens de embryonale ontwukkelang T~"jdens de 
embryonale ontwikkeling wordt de goei  van harf en vaten gelijktijdig waargenomen met 
een verhoogde expressse vaai locale M S  eiwitten. Hogere expressie van RAS exwenen leidt 
tot meer angioitcnsine II, dar voor veel verschillcade celtypes een groei stimuIereiide factar 
IS. I k  functie van het locaal RAS LQU dus be~xekking kunnen hebben op de regulatie van de 
celgoei. Om deze vraagstelling te kunnen onderzoeken hebben we gebruik gemaaki van 
cen diermodel. Met behulp van genetische modificatie is er een muus ontwikkeld die het 
ACE bent zander inembraan-anker (t-ACE -J-). Hierdoor km het ACE alleen circuleren en 
Es clc locale vorming van angiotensine I1 vemiizderd. De vraag oTde functie en de structuur 
wan een volgroeid h&- cn vaatstelsel verandert wanneer het ACE l.riet kan hechbcn aan de 
eelmembraim is onderzocht in dit proefschreft. 
Om !e kunnen bcpalleul hoc belangrijk het membraan-geboiidcn ACE (t-ACE) is voor de 
volgroeiiizg van hef hard- en vaatstelsel, is de fûnctie en structuur van het hart UI een 
volwassen t-ACE -i- muts vergeleken mcd de f~~ncdae ei1 structuur van het hart i11 een 
volwasscri, muis mei beide vormen vm ACE (t-ACE j-/-+- ; hoofdstukken 2 cn 5). Deze 
vergel~king is ook gemaakt voor de reacíivrteit en stnictutkr van grote en kleine slagaders 
(hoofdstuk J ) .  Uit de resultaten blgbi dat de afvrrecigheid van het &ACE Leidt tob een 
vern~inderde contractiliteit (de kracht tijdens samentrekken) van hel hal%, een verminderde 
reactiviteit (het kunnen reniauwela of vetw~jdein] van de grote slagaders en eemi verhoogde 
stlpfl~eid van alle slagaders. Hueruit blijkt dart de amwezigherd wan het t-ACE wan belang is 
voor de volgroeiing van het liart- en vaatstelsel. De vraag blijfi of deze veranderingen 
oirtstaan tijdens de aanleg van lzet Inart- en vaatstelsel in de foetus, of daarna. Wit de 
hoofsiukkc11 3 e11 7 blijkt dut fmii?acologische remming van het ACE in de pcnodc na 
uauilcg van Incc P~wi- cn vaatstelsel (3 tot 1.2 wcken oud) leidt tot dezelfde uerandcrlngen uri 
Piet lilul- cn raatslclsel. De dlccten v;u~ Yarniacologisckic ACE remming ~ i ~ n  zelfs goter 
das1 hek weglialeii \mi alleëir het t-ACE. Ilie-uit kan ineni coizcludercn dat de totale ACE- 
activiteit vaatr rnvioed is op de volgroeilrrg van het hart- cn: vaatstelsel. Daarnaast 1s het 
onlbreken w a n  [-ACE dqjdcns de Sociale ontwikkelnng riiei de oorzaak van de weraliderclingen 
wnargenoiincn h a l  11ct hart- en vaatstelsel van i-ACE -J- mun~ei-i. 
111 het laatste Irooïiluk vim dut proefschrdì is hel tnogel-jk mecl?anrsme verantworrrdeliyk 
\rooi. de verhoogdit: stijlheict van de slagaders, die ontstaat in afwezigheid vm het t-ACE, 
oi.rder~oclit. LIet produceren v m  ~igiotenslne 11 is niet de enige h c t i e  van het ACE. liet 
ACE is ook verirr~twoordelik voor de afbraak van het horiiioorr bradykinine. Bradykinine is 
eeiz coinponent van het kaliikreme-kinine systeem en de tege~aispeler van angiotensine 11. 
Het zorgt voor vaatverwijding en remt de celgroei. Op het moment dat de ACE-activiteit 
wordt geremd, wordt er dus nld  alleen minder amglrarensine IJ amge3riannCc mrlaw ook 
milder bradykirimc argebrokell. Erii tekort auli angiutc~isine 11 of eeLt teveel aan 
bradykhime zou kunnen Pelden tot de veranderingen in het hart- ein vaatstelsel. Xlloor ito t- 
ALE -b en t-ACE +/+ muizen de bradykznine receptor type 2 (&K2 receptor) gedure~zde 14 
dagen te blokkeren, was het verschil in ~ e n ë i l e  stijfheid itusseir &ACE -1- \~atien eir .t-ACE 
-b/+ vuten verdwenen. Dit doet. benmoeden dat de BK: receptor een rol speelt In liet o!~tsVaat~ 
ulrri arterieie siijflleid i~jderis ACE remriling. 
De rol van t-ACE tijdens d e  functionele en struuctnirele verandnrlngea van het hibrt na 
een hartinfarct 
Verhoogde expressie van de locale M S  euwatteri, rncbusiel'hei t-ACE, wordt aok gezien In 
het 11& na een liartinfarct. Biet is bekend dat patiEratcri inret een hrrttinfi~ai~ct bicter 
fi~inctioneren en een grotcre overlevingskíuills hebben als de ACE-activiteit wordt gerernd. 
De mwag of het t-ACE betrokken i s  bij de fiiiictionele csi str~ictuzele verasideringen van het 
hart na een hartinfarct, is ook onderzocht rri L-ACE +/t en t-ACE -1- rnuilzeia. Door operatiet 
den van de kransslagaders van? hemuiuizcnhart af lc binden ontstaat er eeri Iiatinfarci. Dit is 
gedaan in t-ACE -/- ei1 t-ACE -l-/+ muizen (hoofdstuk 5). Op 14 dagen eiu 3 maaideiz [va hcn 
hartinfarct is de barihnctie en  haxtstructuu bepaald, om te kunnen ~ i e n  hoe h d  hart zich 
herstelt. Zondes de aanweziglieid van t-ACE is het functioneel herslcl vain het hart slechter 
da t  in aanwezigheid v m  het t-ACE. De structurele veranderutgen na hel liarllnifarct zijn 
echter gelijk in aan- of afwezigheid van &ACE. I-let t-ACE is dus van belang voor een 
goed functioneel herstel van het hart na een hartinfarct, terwijl het geen grote rol speeh bij 
het ontstaan van bijvoorbeeld iitteketrweefsel. Uit deze resultaten biljh dat tiierapie na een 
Iiau~infarcf, die alleen gericht is op het vernuinderen van de locale ACE activiteit in plilats 
vml remming van de totalie ACE activiiteil, h~ugstwaarschijiil-jk niet eflectievcr 1s. 
Therapie msb ATI blokker eni ICF-I na een Irartiaifafs~rcit 
De derde vraagstelling die we ons sieldesi tenaanzien vain Iziet RAS heelt een iets nildero: 
slreYdtiiig. Na! een hartinfarct is geblekcn dar trok het blukkereil van de ATj receptor, de 
getondheid e11 overlevirigskansen van de pnt~ëill verbetert.. Om de h~arthincdiie nog verder te 
verbeteren kan de bestaande therapie me1 AT, blokkcrs uitgebreid worden met ceia 
hiirr~rzoon dat de cantraciulitcit van. liet hart verder vergroot. Gen patentmiile kal~clidaat 
hiervoor is de "instnilirii-like'" groehac.tor-I (IGF-I). Tljdcns intcnsil-S es1 laingdurrg sporten 
zyia hoge IGF-l spiiegels waargenomen b.y de groei van het hart. P4ct zogenaia~lide rrpolllhari 
is groter en kan een hogere capaicnleit leveren zonder direci schadelti~k te zijli voor de 
gezondheld. In dit proekchhi is ook onderzocht of de combinatie-therapie, besvaande u32 
een AT, blokker en 1GF-l van posit~eve imkloed 1s op de hartfinctie na cen handinfarct 
Muizen rner een hartinfarct werden verdeeld in dne goegen. De eerste groep is niet 
behandeld gedurende dc eerste 14 dagen na hel. hwthfwct. De tweede groep is gedurende 
de eerste 14 dagen behandeld met de AT, blokker, losartam en m de derde groep is lasartm 
behmdeliog gecombineerd met IGF-I toediening. Ondariks dat ICF-I toedienmg snderdaad 
de conitracti8iteit van hel hart vergroot is de gecornbrneerde toediening van losartan en lGF- 
B gedurende de eerste 9 4 dagen na een Ihartinifauct niet beter voor de hardfibnct~e. 
Klhisohe rellxzvsntie 
In dit proefschrift is aangetoond dat de totale ACE-activiteit belangijk is voor een goede 
ontwikkeling van he.t hart- en vaatstelsel. Daxnaast is gebleken dat hen ontstaan van 
arteriele stijheicl, een vaatwlind eigenschap dre bajdraagn aan ecn verh~ogd rssico op hart- 
cn vaatziekten, niet alleen gerelateerd is aan verarderingen i i i  het reninc-angiotensme 
systeem, maar aak aan veranderingen in het kaliikreine-kinnine systeem. 
Gezien de vewlechterde ha~~fuirclie na een harilrifarct, waargenomen b i  t-ACE -J- muizen 
ten opzichlc van t-ACE +J+ muizen en het gegeven dat een deel van dc t-ACE fiizctie 
ovegeiioinen kan wcrrdetu door actief ACE afkomstig u ~ t  de bloedbaan, maarkt de gedachte 
oin met izamc het locsal ACE te reinmen ria een hartinfarct geen aiintrekkclijke optie ter 
vcrbctcrlirg van de lauidige therapie na een hartinlarcl. Dat laatste geldt ook voor de 
~osnbinatie-therapie met eeii AT, blokker en 1GF-I. De data besclireven in dit proefsclirilft 
temnaen met in de litcraduur kschreveia, experimentemi laten zaen dat de toepassings- 
mogellijlkheclen van een dergelijke therapie, ter verbetering van de hartfunctie na eer1 
hartinpact, zeor gering zijir. 
